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研究背景と目的： 
 肺サーファクタントは dipalmitoyl phosphatidylcholine（DPPC）を主成分とする
脂質と４種類のサーファクタント蛋白質(SP)、SP-A、SP-B、SP-C、SP-D によって
構成される。そのなかで、SP-Aと SP-Dはともに C型レクチンスーパーファミリー
に属する親水性蛋白質である。主に肺胞 II 型上皮細胞とクララ細胞から産生された
後、肺胞腔に分泌され、自然免疫において重要な役割を果たす。両蛋白質の構造と機
能は非常に類似しているが、親和性の高いリン脂質・糖脂質の種類に相違がある。
SP-Aは主に DPPC や galactosylceramide と、SP-D は主に phosphatidylinositol や
glucosylceramide と会合しやすいことが知られている。脂質成分と会合し生体内で存
在する場合、親水性蛋白質であってもその性質は失われ、肺胞被覆液から肺胞間質や
血液へ移行することができない。 
 特発性肺線維症（IPF）は生存期間中央値が約 3年と予後不良の難治性疾患である。
我々の既研究では、血清 SP-A、SP-D 濃度は IPF 患者の重症度と予後を反映し、治
療効果の判定に有用であることが示されている。また、SP-A と SP-D の血清濃度が
乖離する IPF 患者がしばしば観察される。本研究では、両蛋白質の血清濃度乖離が
生じるメカニズムを解明するために、IPF 患者から得られた血清、気管支肺胞洗浄液
(BALF)、肺組織を分析し、両蛋白質のリン脂質会合比率と組織内局在に着目し検討
した。 
 
研究方法： 
１）対象とサンプル： 
 2003 年から 2012 年の間、当院で鑑別診断のための気管支肺胞洗浄(BAL)を受けた
IPF 患者 36 名と、その対照としてのサルコイドーシス(SAR)患者 18 名を分析対象
とした。また、健常者（HS）について、本研究グループの既報告（Chest 1996, 
109(4):1006-9）データを使用した。IPF の診断基準は 2011年に提唱された国際４
学会合同ステートメント(Am J Respir Crit Care Med 2011, 183:788)を用いた。
SAR 患者を対照とした理由は、多くの症例に診断目的の BALが施行される疾患で
あることと、ほとんどの症例で肺内線維化病変を伴わないことにあり、画像上、明
らかな線維化所見を有する症例は対象から除外した。IPF 患者のうち外科的肺生検
を受けた 12名のホルマリン固定肺組織を SP-A、SP−Dの肺内局在分析に使用した。
また、治療目的で肺葉切除を受けた原発性肺がん患者 3 名のホルマリン固定肺組織
の正常部位を比較分析に使用した。 
２）サンプル処理 
 BALF を 1,000xg で 5分間遠心し細胞成分を除き、上清(Sup-1)を得、-80℃で保存
した。BALF 中に存在する SP-A と SP-D の親水性を比較するために、IPF 群 19 名に
おいて、Sup-1 の 1.2mL をさらに 33,000xg で 16 時間遠心し、上清(親水性分
画;Sup-2)と沈渣(疎水性分画;Ppt)に分離した。Pptは再度、生理食塩水 1.2mL で溶
解した。また、BAL施行前 1 週間以内に静脈採血により血清を得た。 
３）SP-A、SP-D 定量 
 血清およびBALFから分離されたSup-1、Sup-2、Pptに含まれるSP-A、SP-Dを各々
のELISAキットを用いて定量した（SP-A Test/Kokusai-F/Sysmex, SP-D Kit 
/Yamasa EIA）。 
４）リン脂質定量 
 Sup-2と Ppt 中のリン脂質を Bligh and Dyer 法で抽出し、Bartlett 法で定量した。 
５）免疫組織染色 
 外科的切除肺組織切片を用い、SP-A、SP-D の各々に対する特異的抗ヒト―マウス
モノクローナル抗体を一次抗体とする免疫組織化学的染色法により、それらの肺内
局在を分析した。また、蛋白質の局在と毛細血管、リンパ管との位置関係を分析す
るために、抗 CD34 モノクローナル抗体（血管内皮）および抗 D2-40モノクローナ
ル抗体（リンパ管内皮）を用いて、二重染色を施行した。 
 
結果： 
１）血清および BALF(Sup-1)の分析結果： 
i) 血清 SP-A、SP-D 濃度は SAR群に比し IPF 群で有意に高値であった (P<0.001お
よび P<0.001)。 
ii) Sup-1 の SP-A濃度には IPF 群と SAR 群、HS群間で有意差を認めなかったが、
SP-D 濃度は IPF 群で有意に低値であった (P=0.003;対 SAR 群, P=0.003;対 HS
群)。 
iii) SP-Aおよび SP-D の Sup-1濃度と血清濃度の比（Sup-1/serum ratio）は IPF群
でそれぞれ中央値が 19.1および 1.3 だったのに対し、SAR 群では 51.2 および 7.8
であり、共に IPF 群では有意に低く(SP-A: P=0.01 および SP-D: P<0.001)、その
傾向は SP-Dでより顕著であった。 
iv) IPF 群で Sup-1 と血清の SP-D 濃度に弱いが有意な正相関がみられた(r=0.377, 
P=0.023)が、SP-A濃度には相関を認めなかった。SAR群では SP-Aと SP-D のい
ずれにも有意な相関を認めなかった。 
 
２）Sup-2 と Pptの定量分析 
 IPF 患者（n=19）の Sup-1を超遠心操作で Sup-2 と Ppt に分離し、SP-A、SP-D、
リン脂質分析を行った。 
i)  SP-Aの大部分(97.9%)が Ppt に存在したのに対し、SP-D の 52.4%は Sup-2に存
在した。 
ii) リン脂質定量では、Sup-2 にはリン脂質は含まれず、全量が Ppt に存在した。 
 
３）SP-Aと SP-Dの肺組織内局在 
i) 肺がん患者の肺組織正常部位、および、IPF 肺組織において、肺胞 II 型上皮細胞
に SP-Aと SP-D が発現していた。 
ii) IPF 肺組織において、比較的軽度に構造改変した末梢気腔を被覆する過形成上皮
（無線毛再生上皮細胞）にも両蛋白質が強発現していた。一方で、高度の肺胞虚
脱を伴う線維化病変内の過形成上皮（線毛再生上皮細胞）には、両蛋白質の発現
は認められなかった。 
iii) IPF 肺組織において、拡張した気道や蜂巣肺の内部にしばしば粘液貯留が観察さ
れ、SP-A はその内部で強発現していたが、SP-Dの発現は明らかに弱かった。 
iv) IPF の線維化病変内部に存在する血管内腔に SP-D の発現をしばしば認めたが、
SP-Aの発現は全ての症例で認められなかった。 
v) IPF 肺組織において、拡張した末梢気腔に沿って毛細血管の増生が顕著に認めら
れ、気腔を覆う無線毛再生上皮細胞にも近接していた。一方、リンパ管は、再生
上皮細胞の存在する気腔からは離れた線維化病変の中心部に発達して認められた 
 
考察： 
 IPF は、間質の炎症性変化、肺胞虚脱とそれに伴う牽引性気腔拡張、幼若な線維化、
終末期線維化（蜂巣肺）が同一肺に混在する多彩な病理所見を特徴とする。そして、
それらの病変分布の程度は患者毎に様々である。我々は、以前に SP-Aと SP-D の血
清濃度乖離現象が IPF 患者の画像所見に反映されることを報告した(Am J Respir 
Crit Care Med 2000, 162:1109)。すなわち、胸部 CT所見が淡い肺野濃度上昇（すり
ガラス影：GGO）優位の患者群と濃い肺野濃度（コンソリデーション:PCO）優位の
患者群の SP-A および SP-D の血清濃度を比較したところ、GGO 優位群では両蛋白
質濃度が高値であったのに対し、PCO 優位群では SP-D のみが高値であった。この
ことは、GGO 所見が間質の炎症性変化と幼若な線維化を反映し、PCO 所見が肺胞虚
脱とそれに伴う牽引性気腔拡張を反映するとされることから、IPF に特有にみられる
病変多様性が血清濃度の乖離現象を引き起こす原因の一つであることを示唆してい
る。本研究において、両蛋白質のリン脂質会合比率と組織内局在に着目し、この乖離
現象のメカニズムを解明した。 
 本研究では、まず、SP-A、SP-Dの血清濃度が基準値内に留まるびまん性肺疾患と
して SAR を IPF の対照群とし、肺胞被覆液の性状を反映する検体である BALF 中の
SP-A、SP-D 濃度を比較した。その結果、BALF(Sup-1)/血清濃度比は両蛋白質いず
れにおいても、SAR 群に比し IPF 群で有意に低値であった。SAR は、しばしば肺内
に肉芽腫とリンパ球浸潤を主体とするびまん性病変を形成し、通常、肺胞上皮-血管
内皮間の基底膜の障害を伴わないのに対し、IPF では肺胞構造の破壊による基底膜の
障害を伴い、これが血中への易移行性の一因と考えられる。 
 SAR群と HS 群に比し、IPF 群では BALF（Sup-1）中の SP-A濃度に差が無かっ
たのに対し、SP-D 濃度は有意に低値であった。したがって、IPF では SP-A よりも
SP-D のほうが肺胞腔から血中により移行しやすいと考えられる。SP-A と異なり、
Sup-1 と血清の SP-D 濃度に有意な正相関がみられたことも、SP-D の易移行性を示
唆している。また、BALF中 SP-Aのほとんどがリン脂質と会合している一方で、SP-D
の約半量は脂質フリーの状態であった今回の検討結果から、リン脂質との会合比率が
血中への易移行性の規定因子であることが示唆された。 
 免疫組織化学的検討において IPF肺組織の拡張した気腔内の粘液にはSP-Aが強発
現していたが、SP-D の発現は弱かった。この粘液は肺サーファクタントを豊富に含
んでいると考えられ、SP-A の殆ど全てが脂質と会合しているために粘液中に停留す
る一方で、SP-D は粘液から血中へ速やかに移行し局所に留まらないことが示唆され
る。気腔を覆う無線毛再生上皮細胞に近接し、毛細血管の顕著な増生が認められた一
方で、リンパ管は、再生上皮細胞の存在する気腔からは離れた線維化病変の中心部に
発達していたことから、SP-A と SP-D の血中への移行は、リンパ管を介さずに、脂
質と会合していない SP-Aと SP-Dが再生上皮細胞の基底膜側から直接毛細血管へ流
入する経路、および、気腔へ分泌された SP-Dのうち脂質非会合成分が毛細血管へ流
入する経路によることが示唆された。 
 
結論： 
 IPF の血清バイオマーカーである SP-Aと SP-Dは分子構造上相同性の高い蛋白質
であるが、今回の研究から肺胞腔における親水性の相違が、血中への移行度に影響し
ていると考えられた。SP-A と比較して SP-D は血中移行がより容易であり、その血
清濃度は IPFの病理学的変化をより鋭敏に反映する可能性があることが示唆された。 
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論文題名 
 
 
Distinct compartmentalization of SP-A and SP-D in the vasculature and 
lungs of patients with idiopathic pulmonary fibrosis 
 
結果の要旨 
本研究は、特発性肺線維症(IPF)におけるサーファクタント蛋白質(SP)-A と SP-D の乖離
現象を、リン脂質との会合の違いから解明した。SP-Aと比較して SP-Dは血中移行がより
容易であり、その血清濃度は IPF の病理学的変化をより鋭敏に反映する可能性があること
が示唆された。 
以上より、本研究は学位授与に値するとの評価を審査委員全員から得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
